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聚乙烯亚胺介导 siＲNA和顺铂协同抗肿瘤治疗*
焦自学1，2 陈 杰1 田华雨1＊＊ 陈学思1
(1 中国科学院长春应用化学研究所 生态环境高分子材料重点实验室 长春 130022)
(2 中国科学院大学 北京 100049)
摘 要 用聚乙烯亚胺(PEI)为载体，介导 siＲNA(siSurvivin)沉默肿瘤细胞抗凋亡基因 survivin，并与抗癌药
物(顺铂)进行协同抗肿瘤治疗．凝胶阻滞电泳实验显示，PEI能够对 siＲNA进行有效复合，在 PEI /siＲNA质量
比为 0. 4 时实现完全阻滞．细胞耐药性实验证明了耐顺铂细胞(A549DDP细胞)的 survivin基因过度表达且耐顺
铂能力是顺铂敏感细胞(A549 细胞)的 8 倍． ＲT-PCＲ实验验证了 PEI担载 siSurvivin后对 survivin基因实现了
有效沉默，与顺铂药物共同作用后不影响基因沉默效果．细胞凋亡实验验证了基因与药物协同作用后细胞的
凋亡率达到 60. 9%，而单独药物或 PEI /siSurvivin 复合物分别作用后的细胞凋亡率仅分别为 30. 2% 和
19. 8% ．细胞增殖实验进一步验证了 PEI介导 siSurvivin与顺铂联合治疗能够实现有效地协同抗肿瘤效果．
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随着人类生活环境和生活方式的改变，恶性
肿瘤的发病率也呈逐年增加的趋势． 中国是恶性
肿瘤发病的重灾区，近 20 年来呈现年轻化、发病
率和死亡率屡创新高的特点．癌症愈演愈烈，危害
越来越大，已经成为危害人类生命的主要杀手之
一，但目前全球科学家还没有拿出根治癌症的办
法，如何有效控制和治疗癌症已成一大难题．
传统的癌症治疗手段主要有手术治疗、放射
治疗和化学治疗［1］．手术治疗一般仅适合肿瘤没
有远处转移且体质好的病人，如果切除不彻底，术
后容易复发，且手术本身给患者带来极大痛苦;高
度敏感的肿瘤以放射治疗为主，但放射治疗的不
可控制性容易诱发白血病等疾病的出现;化学治
疗作为一种广泛而长期的治疗手段在多种癌症治
疗中被使用．化疗药物一般经血液运输到全身，对
身体所有细胞都有影响，化疗药物的高毒性所导
致的副作用也极大地困扰着临床医生和患者． 同
时，长期大量使用化疗药物也容易导致肿瘤细胞
产生抗药性，降低化疗疗效．近年来，基因类药物
以其无副作用及疗效高而成为一种具有较大潜力
的新型肿瘤治疗药物［2 ～ 9］．但是，恶性肿瘤的发生
是由多种基因异常积累的结果，而现有基因治疗
药物大都只针对一种突变基因作用，很难对肿瘤
进行根治．因此，单纯依赖一种基因药物进行肿瘤
治疗还有很大的局限性．所以，有些学者提出将两
种或者多种不同作用机理的基因和药物联合起来
对恶性肿瘤进行治疗，期望能够发挥多种药物的
协同增效作用，可以达到更好地抑制肿瘤生长的
目的，并逐渐成为治疗肿瘤的有效方式［10 ～ 13］． 其
中，化疗药物和基因药物相结合是肿瘤治疗研究
领域中备受关注的治疗手段［14，5］． 研究人员已经
开发出多种可以同时携载化疗药物和基因药物的
传输体系，钟志远等采用可逆加成断裂链转移
(ＲAFT)聚合的方法合成了 PDMAEMA-PCL-
PDMAEMA三嵌段聚合物，在溶液中可自组装形
成核壳型纳米颗粒，能够同时担载疏水性药物紫
杉醇和可以抑制血管内皮生长因子(VEGF)的
siＲNA，有效地将紫杉醇和 siＲNA 传递到细胞
内［16］．王均等利用 mPEG45-b-PCL30-b-PPEEA15同
时担载紫杉醇与针对 Polo-like 样蛋白激酶的
siＲNA(siPlk1) ，可转入 MDA-MB-231 乳腺癌细胞
有效增加了紫杉醇的治疗效果并且抑制了 Balb /
C裸鼠中 MDA-MB-231 肿瘤的增长，并且证明了
两亲性共载体系可将紫杉醇和 siＲNA 输送到同
一细胞，因而其治疗效果更加显著［17］．
由此可见，化疗药物和 siＲNA 联合治疗的方
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式具有很好的肿瘤治疗效果，这归功于其联合使
用产生的协同增效作用．在核酸药物载体中，聚乙
烯亚胺(PEI)因其高效的转染效率被公认为非病
毒类基因载体的“金标准”［18］．铂类药物是最早应
用在临床上用于治疗晚期非小细胞肺癌的抗癌药
物，并且取得了很好的抗肿瘤效果［19］． Survivin 基
因是凋亡抑制蛋白相关基因家族的成员，只表达
于肿瘤和胚胎组织，且与肿瘤细胞的分化增殖及
浸润转移密切相关［20］．本文以商品化的 PEI为载
体材料，介导能够沉默凋亡抑制基因 survivin 的
siＲNA(siSurvivin)，再与顺铂联合使用进行抗肿
瘤作用的研究． 通过不同手段验证顺铂与
siSurvivin基因联合疗法对肿瘤细胞生长的抑制
效果．
1 实验部分
1. 1 仪器与试剂
超支化聚乙烯亚胺(PEI) (Sigma，Mw =
25000) ;顺铂(山东铂源药业有限公司) ;噻唑蓝
(MTT，Sigma，德国);siSurvivin 和 siNC(苏州吉
玛基因股份有限公司) ;溴化乙锭(EB，Sigma，德
国) ;焦磷酸二乙酯(DEPC，美国) ;细胞凋亡试剂
盒(南京凯基生物科技发展有限公司);其他试剂
和溶剂均为分析纯，使用时未经进一步提纯．
酶标仪(Bio-Ｒad，美国) ;凝胶成像系统(UVP
Inc．，Upland，美国);二氧化碳培养箱(Thermo，
美国) ;多功能微孔板读板机 (Tecan infinite
M200，瑞士) ;流式细胞仪(Beckman，美国) ;实时
定量 PCＲ仪(Stratagene Mx3005p，美国)．
1. 2 PEI /siSurvivin复合物的制备
PEI和 siＲNA分别用 DEPC 处理过的水配制
成 0. 1 mg /mL溶液，然后以质量比 2:1 的比例复
合，吹打均匀后静置 20 min，制得 PEI /siＲNA复合
物颗粒．
1. 3 凝胶阻滞电泳
利用凝胶阻滞电泳对 PEI与 siＲNA的结合能
力进行评价．以 DEPC处理过的 TAE 缓冲液为电
泳液，用 1. 8%的琼脂糖-TAE 溶液制备电泳胶．
将 siＲNA用 DEPC水稀释到 0. 1 mg /mL，分别取 5
μL的 siＲNA 溶液置于不同的 200 μL 的 EP 管
中．将 PEI配制成不同浓度的溶液，分别取 5 μL
不同浓度的 PEI溶液与 siＲNA 等体积复合，得到
不同质量比的 PEI /siＲNA 复合物溶液，室温下孵
育 20 min，加入 2 μL DNA上样缓冲液，混匀后取
10 μL上样．用 1. 8%的琼脂糖凝胶跑电泳，80 V
电压跑 20 min，EB 溶液(0. 05 μg /mL)染色 20
min后用凝胶成像系统分析．
1. 4 细胞耐药性研究
选用顺铂敏感的非小细胞肺癌细胞(A549)
和耐顺铂的非小细胞肺癌细胞(A549DDP)． 采用
MTT法对两种细胞的顺铂耐药性进行研究． A549
和 A549DDP细胞接种于 96 孔细胞培养板，细胞密
度为 1 × 104 个 /孔，1640 培养液中含 10%胎牛血
清，100 units /mL 青霉素，100 μg /mL 链霉素，在
37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中培养 24 h．更换新鲜
培养液 180 μL /孔，然后分别加入不同浓度的顺
铂溶液 20 μL /孔，继续培养 48 h．每孔加入 20 μL
的 MTT溶液(5 mg /mL，新鲜配置，溶于 PBS 中，
过滤除菌)．在 37 ℃培养箱中继续孵育 4 h，弃掉
培养液，每孔加入 150 μL DMSO，振荡 10 min 后
用酶标仪检测光吸收，检测波长为 492 nm． 细胞
存活率按照下面公示计算:
Cell viability(%)= (Asample /Acontrol)× 100
Asample是不同浓度顺铂作用细胞样品孔的吸
收值，Acontrol为阴性对照，是空白细胞的吸收值，每
组实验做 4 个平行对照，重复 3 次．计算顺铂作用
2 种细胞 48 h后的 IC50 值．
1. 5 细胞凋亡基因检测
采用实时定量 ＲT-PCＲ法对 A549 和 A549DDP
2 种细胞的凋亡抑制基因 survivin 进行测定．分别
取出足量的 A549 和 A549DDP细胞，PBS 洗涤后加
入 Trizol Ｒeagent 收集细胞于 1. 5 mL 离心管中，
氯仿萃取，4 ℃离心 15 min． 将上层液体取出，加
入异丙醇进行沉降，4 ℃离心 10 min，将异丙醇吸
走．沉淀的总 ＲNA 用 DEPC 水溶解，测定总 ＲNA
浓度． 取 2 μg 总 ＲNA 用逆转录试剂盒制备
cDNA．将制备的 cDNA用 SYBＲ Green I Mixed 试
剂盒进行实时荧光定量 PCＲ反应，ＲOX为内参染
料，其中 survivin 和 GAPDH 基因的 PCＲ 引物如
下:
Survivin 上游引物:
5'-AGAACTGGCCCTTCTTGGAGG-3'，
下游引物:
5'-CTTTTTATGTTCCTCTATGGGGTC-3'，
GAPDH 上游引物:
5'-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3'，
下游引物:
5'-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3'
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对 A549 和 A549DDP细胞中 survivin 基因表达
差异进行分析，以 GAPDH 为内参基因，即管家基
因，分析不同细胞中 survivin 基因表达水平，以
A549 细胞实验组为 100% ．
1. 6 基因沉默作用研究
在 6 孔板中种植 A549DDP细胞，细胞密度为 2
× 105 个 /孔，37 ℃细胞培养箱中培养过夜． 将
PEI与 siＲNA按照质量比 2∶ 1的比例结合形成复
合物，室温静置 20 min． 设计不同对照组，将复合
物和顺铂分别加入到接种有 A549DDP细胞的 6 孔
板中，使 siＲNA和顺铂终浓度分别为 1 μg /mL 和
4 μg /mL，37 ℃培养箱中继续培养 48 h．实时定量
PCＲ 法检测 survivin 基因的表达，具体步骤见
1. 5 节．
1. 7 基因与药物协同治疗细胞凋亡检测
将 A549DDP细胞接种到 6 孔板中，每孔中接种
2 × 105 个细胞，37 ℃培养箱中培养过夜． 将 PEI
与 siＲNA按照质量比 2:1 的比例结合形成复合
物，室温静置 20 min．将复合物和顺铂分别加入到
接种有 A549DDP细胞的 6 孔板中，使 siＲNA 和顺
铂终浓度分别为 1 μg /mL和 4 μg /mL，37 ℃培养
箱中继续培养 48 h． 除去培养基后，用 PBS 洗 3
遍后用胰蛋白酶处理，然后每孔加入 1 mL PBS，
2000 r /min离心 3 min，除去上清液，将细胞悬浮
于 0. 4 mL 的 PBS 溶液中． 加入细胞凋亡试剂后
通过流式细胞仪收集 1 × 104 个细胞的数据进行
凋亡检测分析．
1. 8 基因与药物协同治疗抑制细胞增殖作用检
测
将 A549DDP细胞接种到 96 孔板中，每孔中接
种 1 × 104 个细胞，37 ℃培养箱中培养过夜． 将
PEI与 siＲNA按照质量比 2∶ 1的比例结合形成复
合物，室温静置 20 min．配置浓度为 80 μg /mL 的
顺铂水溶液．将复合物和顺铂分别加入到接种有
A549DDP细胞的 96 孔板中，使 siＲNA 和顺铂终浓
度分别为 1 μg /mL和 4 μg /mL，37 ℃培养箱中继
续培养 48 h． MTT 法检测细胞增殖作用，具体步
骤见 1. 4 节．
2 结果与讨论
2. 1 凝胶阻滞电泳
通过凝胶阻滞电泳实验来考察阳离子基因载
体 PEI 与 siＲNA 是否能够形成稳定的复合物颗
粒．从图 1 可以看出，PEI能够有效地包裹 siＲNA，
在质量比为 0. 4 时能够实现完全阻滞作用． 凝胶
阻滞电泳实验证明了 PEI通过静电作用能够有效
地结合带负电性的 siＲNA．
Fig． 1 Gel retardation assay results for PEI /siＲNA
PEI /siＲNA complexes were made at various weight ratios． (1)naked siＲNA;(2 ～ 8)various weight
ratios of PEI /siＲNA，the ratios were as follows，0. 1，0. 2，0. 4，0. 6，0. 8，1. 0 and 5. 0． Then the
complexation solution was applied to the agarose gel and electrophoresed at 80 V for 20 min．
2. 2 细胞的耐药性检测
由 MTT方法测定细胞的耐药性．图 2 给出了
A549DDP细胞与不同浓度顺铂培养 48 h 后的细胞
存活率．可以看出在测试顺铂浓度范围内，同等顺
铂浓度条件下，A549DDP的耐药能力高于 A549 细
胞，前者的半数抑制浓度(IC50)值(18. 8 μg /mL)
为后者(2. 3 μg /mL)的 8 倍． 此结果说明耐药细
胞对进一步的化疗治疗有抗性作用，从而使抗癌
药物作用减小甚至消失．因此，利用基因与药物协
同治疗来克服肿瘤的耐药性是癌症治疗的有效
手段．
2. 3 细胞抗凋亡基因检测
通过实时定量 PCＲ 法进行 A549 和 A549DDP
细胞的抗凋亡基因(survivin 基因)含量检测． 如
图 3 所示，相对于 A549 细胞，survivin 基因在耐顺
铂 A549DDP细胞中过量表达． 为了下调耐药细胞
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中抗凋亡基因的表达，本文通过阳离子基因载体
PEI，介导能够沉默 survivin 基因的 siSurvivin，实
现对耐药细胞中抗凋亡基因表达的下调，从而增
强抗肿瘤作用效果．
Fig． 2 The proliferation results of A549 and A549DDP cells
by cisplatin after 48 h
Fig． 3 The expression of survivin gene in A549 and
A549DDP cells identified by real-time PCＲ method
2. 4 基因沉默作用
本部分选用阳离子基因载体 PEI介导能够沉
默抗凋亡基因 survivin 的 siＲNA(siSurvivin) ，对
A549DDP细胞进行转染．同时引入顺铂和无沉默作
用的 siNC作为对照组，然后用实时定量PCＲ法
检测 survivin mＲNA 的表达． 如图 4 所示，PEI 介
导 siSurvivin转染 48 h 后取得了明显的基因沉默
效果，敲除了 55. 2% 的 survivin mＲNA，而 PEI /
siNC没有沉默作用，证明 survivin 基因表达量的
减少取决于 siSurvivin 的沉默作用． 另一方面，顺
铂的加入对 PEI /siSurvivin 复合物的沉默作用几
乎没有影响．
Fig． 4 PEI mediated survivin gene knockdown in A549DDP
cells
2. 5 细胞凋亡实验
Survivin基因的表达下调会导致细胞凋亡趋
势加大．采用流式双染细胞凋亡检测试剂盒来检
测经 PEI /siＲNA复合物、顺铂以及它们共同作用
48h后 A549DDP细胞的凋亡情况．其结果如图 5 所
示，右上象限为晚期凋亡，而右下象限为早期凋
亡，各实验组导致的细胞凋亡数据统计归纳在表
1 中．首先，相对于空白对照组和阴性对照组，所
有阳性处理组的细胞凋亡均有所提高;其次，单独
顺铂组的细胞凋亡率为 30. 2%，PEI /siSurvivin 组
的细胞凋亡率为 19. 8%，而 PEI /siSurvivin和顺铂
共同作用组的细胞凋亡率为 60. 9%，证明了基因
与药物联合的协同增效作用．
Table 1 Cell apoptosis assay after various material handing for 48 h in A549DDP cells
Formulation (%) PBS Cisplatin PEI /siNC PEI /siSurvivin PEI /siNC + Cisplatin PEI /siSurvivin + Cisplatin
Early apop． 3. 5 19. 0 2. 6 7. 8 17. 3 22. 6
Late apop． 7. 9 11. 2 6. 2 12. 0 26. 2 38. 3
Total 11. 4 20. 2 8. 8 19. 8 43. 5 60. 9
2. 6 基因和药物协同抑制肿瘤细胞增殖
由 MTT 实验表征基因和药物协同抑制
A549DDP细胞增殖作用(图 6)．我们可以得出如下
结论:(1)只加 siＲNA(siNC 或 siSurvivin)没有载
体不影响细胞增殖;(2)与 PEI /siNC 组(细胞存
活率为 84. 7%)相比，PEI /siSurvivin 组(72. 0%)
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Fig． 5 Cell apoptosis assay after various material handing for 48 h in A549DDP cells:(A)PBS，(B)Cisplatin，(C)PEI /siNC，
(D)PEI /siSurvivin，(E)PEI /siNC + Cisplatin and (F)PEI /siSurvivin + Cisplatin
Fig． 6 Cell proliferation assay after various material
handing for 48 h in A549DDP cells
显示出更好的抑制 A549DDP细胞增长作用;(3)顺
铂组细胞存活率为 68. 9%，PEI /siSurvivin 组的细
胞存活率为 72. 0%，而 PEI /siSurvivin和顺铂共同
作用组的细胞存活率仅为 49. 5%，证明了基因与
药物联合疗法有效地抑制了 A549DDP 细胞的
增殖．
3 结论
在本文中，我们利用阳离子基因载体 PEI 介
导能够沉默抗肿瘤凋亡基因的 siSurvivin，然后再
与顺铂共同作用，构建了基因与药物联合抗肿瘤
治疗方法．通过细胞毒性、mＲNA沉默以及细胞凋
亡实验验证了基因和药物协同治疗的效果． 实验
结果证明基因与药物联合疗法能够有效地克服肿
瘤细胞的耐药性，实现了基因与药物的协同增效
作用，为肿瘤治疗提供了新的治疗方案，为肿瘤的
治愈提供了新的理论依据．
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Synergistic Antitumor Effect of Cisplatin and siＲNA Mediated by Polyethylenimine
Zi-xue Jiao1，2，Jie Cen1，Hua-yu Tian1* ，Xue-si Chen1
(1Key Laboratory of Polymer Ecomaterials，Changchun Institute of Applied Chemistry，
Chinese Academy of Sciences，Changchun 130022)
(2University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049)
Abstract Polyethylenimine (PEI)was utilized as a carrier for mediating anti-apoptotic siＲNA (siSurvivin)，
which could silence the expression of survivin gene． The siSurvivin was used with an antitumor drug
(cisplatin) for synergistic antitumor treatment． The siＲNA binding capacity of PEI was evaluated by gel
retardation assay，and the complete formation of PEI /siＲNA was achieved at the weight ratio of 0. 4． The drug
resistant ability was found to be eightfold higher in resistant cells compared with the sensitive cells，and the
survivin gene was overexpressed in A549DDP cells． ＲT-PCＲ experiment proved that PEI /siSurvivin complex was
capable of achieving an effective silencing effect of survivin gene，and the silencing effect did not change after
the cisplatin was added． Cell apoptosis assay showed that the synergistic effect of cisplatin and gene could
achieve a significant apoptosis rate of 60. 9%，while cisplatin or PEI /siSurvivin complex was used alone，only
about 30. 2% and 19. 8% of apoptosis rate could be obtained，respectively． Cell proliferation assays could
further validate the effective synergistic antitumor effect of cisplatin and siSurvivin mediated by PEI．
Keywords Polyethylenimine，Survivin gene，Cisplatin，Synergistic effect，Antitumor
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